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宫颈 癌 与 癌 前 病变 组 织 中 HPV-16 的 整合 感染 状态 
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摘要 :目的 探讨 宫 贷 癌 及 宫颈 癌 前 病变 中 人 类 乳头 瘤 病毒 16 型 (HPV-16) 整 合 人 宿主 基因 组 的 发 生 情 况 。 方 法 选取 252 例 宫 
颈 病 变 组 织 , 其 中 宫 贷 癌 48 例 , 宫 贷 上 皮 内 瘤 样 病 变 (CIN)204 例 ,包括 CINT 125 例 、CIN 了 46 例 .CIN 卫 33 例 , 另 取 因子 宫 肌 
瘤 行 全 子宫 切除 术 的 正常 宫 代 上 皮 20 例 为 对 照 ,采用 重 半 定量 PCR 检 测 HPV-16 感 染 标本 中 病毒 整合 状态 。 结 果 宫颈 癌 中 
HPV-16 阳 性 感染 31 例 , 占 宫颈 癌 患 者 总 数 的 65.6%(31/ 48), 其 中 HPV-16 整 合 感染 18 例 , 占 HPV-16 阳 性 宫 贷 癌 患者 的 58.1% 
(18/31); 在 CIN TI CINI CIN 亚 中 ,HPV-16 阳 性 感染 率 分 别 为 19.2%(24/125) .34.8%(16/46) .42.4%(14/33) ,整合 感染 率 分 别 
为 16.7%(4/24) .18.8%(3/16).35.7%(S/14) ; 与 不 同 级 别 CIN 病变 相 比 ,宫颈 瘤 患 者 的 HPV-16 整 合 感染 率 明 显 增加 ,差异 具有 
统计 学 意义 。 结 论 HPV-16 整 合 感染 状态 与 宫颈 病变 严重 程度 呈正 相关 ,在 HPV DNA 检 测 基础 上 联合 应 用 高 危 HPV 感染 状 
态 的 检测 有 利于 提高 宫颈 癌 筛 查 的 园 向 性 并 早期 预测 宫颈 病变 的 转 归 。 
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Study of integrated state of HPV-16 infection in cervical cancer and precancerous tissues 
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Abstract: Objective To investigate the prevalence of physical state of HPV-16 DNA in cervical cancer and cervical precancerous 
carcinoma. Methods Multiplex PCR was adopted to detect the physical state of HPV in samples from 252 patients with 
cervical carcinoma, including 48 samples of cervical cancer, 204 cervical intraepithelial neoplasia (CIN ) (125 CIN L 46 CIN II 
and 33 CIN IIJ) and 20 normal samples from the subjects with hysteromyoma undergoing hysterectomy, respectively. Results 
Among 48 patients with cervical cancer, 31 (65.6%) were infected with HPV-16. Eighteen among 31 (58.1%) HPV-16 infected 
patients with cervical cancer were found to have integrated infection of HPV-16. The positive rates of HPV-16 infection in the 
patients with CIN L CIN Iand CIN II were 19.2%, 34.8% and 42.4%, and the integrated infection rates of HPV-16 were 16.7%, 
18.8% and 35.7%, respectively. Compared with patients with different grades of CIN, the integrated rate of HPV-16 infection in 
those with cervical cancer was significantly elevated. Conclusion Among the patients with HPV-16 infection, the integrated 
state of HPV-16 is positively correlated with the severity of cervical lesions. Combined HPV typing test and detection of 
integrated viral state contribute to predicting the prognosis of patients with cervical precancerous lesions and increasing the 
accuracy of screening cervical cancer on the basis of HPV DNA detection. 
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生殖 道人 乳头 状 瘤 病 毒 (human papillomavirus， HPV 整合 可 以 发 生 在 不 同 的 DNA 开放 读 码 框架 处 
HPYV ) 感 染 是 宫 贷 癌 发 生 的 首要 因素 ,但 流行 病 学 调查 (ORF) ,E2 基因 贸 链 区 因 其 不 稳定 性 而 成 为 高 危 HPV 
显示 仅 有 HPYV 感染 并 不 足以 导致 宫颈 癌 的 发 生 ,高 危 整合 人 宿主 细胞 最 常见 的 缺失 或 断裂 部 位 。 我 们 采用 
型 HPV(HR-HPV) 的 持续 存在 及 病毒 DNA 整 合 人 宿主 。 重 车 定量 PCR 技 术 , 对 第 二 代 捕 获 杂 交 法 (HC- 工 ) 检 测 
细胞 才 是 导致 宫颈 上 皮 细 胞 恶性 转化 的 关键 环节 "2 。 到 的 高 危 HPV 患者 进行 HPV-16 分 流 , 并 初步 探讨 以 
HPV-16 E2 基因 缺失 判断 HPV 整 合 在 宫颈 瘤 发 生 ,发 
展 中 的 作用 及 其 临床 意义 。 
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贷 癌 48 例 , 宫 贷 上 皮 内 瘤 样 病变 (CIN)204 例 ,包括 125 
例 CIN 工 .46 例 CINI .33 例 CIN 焉 , 另 取 来 源 于 因子 宫 
肌 瘤 行 子宫 全 切 的 正常 宫颈 上 皮 20 例 作为 对 照 。 本 组 
患者 年 龄 28~68 岁 ,中 位 年 龄 46 岁 , 均 为 已 婚 妇 女 。 标 
本 组 织 取 检 前 均 未 行 化 疗 或 放射 治疗 。 晴 块 常 规 切 片 、 
HE 染色 后 显微镜 下 观察 ,确定 该 组 织 无 自 深 坏死 和 大 
片 出 血 等 异常 后 进行 下 一 步 实 验 。 

1.1.2 细胞 系 人 宫颈 瘤 细 胞 株 SiHa、CasKi 购 自 美国 
典型 生物 物种 保藏 中 心 ,分 别 置 于 含 10% 胎 牛 血 清 的 
DMEM 和 RPMI 1640 培 养 液 中 ,于 37 C5% CO,、 饱 和 
湿度 条 件 下 培养 。 

1.1.3 随访 病例 选取 2011 年 1 月 ~12 月 在 南方 医科 大 
学 南方 医院 经 活检 和 HPV 检测 确诊 为 低 危 HPV 感染 、 
HPV-16 游 离 感染 .HPV-16 整 合 感染 的 CIN 工 病例 各 4 
例 ,患者 确诊 后 自愿 临床 随 诊 18 个 月 ,宫颈 细胞 学 和 
HC- 开 检测 每 4~6 个 月 进行 1 次 。 病 情 进 展 或 持续 存在 
采取 LEEP 手 术 治 疗 。 

1.2 方法 

1.2.1 石蜡 切片 的 DNA 提 取 所 有 晴 块 标本 切取 10 hm 
厚 切片 3 片 ,组 织 脱 晴 后 分 别 加 入 TES 洲 液 5300 让、 和 蛋白 
酶 K 深 液 30 由 .20% SDS 30 pl, 56 % 水 浴 72 h; 酚 : 氧 
仿 : 异 戊 醇 (25:24:1) 抽 提 2 次 ,离心 取 上 清 ; 加 入 110 
体积 3 mol/L 乙 酸 钠 和 2 倍 体积 无 水 乙醇 ,离心 弃 上 清 
并 真空 泵 干燥 沉淀 ,加 入 适量 TE 缓冲 液 溶解 沉淀 。 

1.2.2 DNA 提取 质量 的 测定 PCR 扩 增 B-actin 和 GAPDH 
鉴定 DNA 提取 质量 :B-actin(498 bp) 上 游 引物 5-AGC 
CATGTACGTTGCTATCC-3', 下 游 引物 5-TTGGCGT 
ACAGGTCTTTGC-3';GAPDH(230 bp) 上 游 引 物 :5'- 
ACGGATTTGGTCGTATTGGG-3', 下 游 引物 :5'-TGA 
TTTTGGAGGGATCTCGC-3'。 样 本 DNA 经 PCR 扩 
增 B-actin 和 GAPDH 均 能 得 到 清晰 明显 的 目的 条 带 者 
视 为 合格 。 

1.2.3 高 危 HPV(HR-HPV) 感 染 的 检测 按照 Digene 公 
司 的 HC- 开 高 危 型 HPV 检 测试 剂 盒 操 作 步 又 进行 。 
1.2.4 HPV-16 感 染 的 确定 以 下 两 项 检查 均 为 阳性 时 
确定 为 HPV-16 感 染 。 

(DDNA 水 平 确定 HPV-16 感 染 :计算 机 软件 辅助 
设计 HPV-16 E7 基因 上 游 引 物 S-AGAAACCCAGC 
TGTATCAT-3'; 下 游 引物 5-TTATGGTTTCTGAGAA 
CAGA-3',PCR 检 测 HPV-16 E7 基 因 以 确定 HPV-16 感 
染 ;(2) 和 蛋白 水 平 确定 HPV-16 感 染 免 疫 组 化 SP 法 检 
测 石蜡 切片 组 织 中 HV-16 E7 表 达 , 具 体 步 又 参照 文献 
所 述 。 

1.2.5 确定 HPV-16 整 合 针对 HPV-16 感 染病 例 ,通过 
重 又 PCR 分 别 扩 增 HPV-16 E2 基因 三 个 相互 间 有 序列 
交叉 的 小 片段 “来 确定 是 否 存在 病毒 整合 ,引物 序列 如 
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下 :片段 A(475 bp) :上游 引物 5-AGGACGAGGACA 
AGGAAAA-3', 下 游 引 物 5-ACTTGACCCTCTACC 
ACAGTTACT-3'; 片 段 B(477 bp): 上 游 引 物 5-TTGTG 
AAGAAGCATCAGTAACT.-3', 下游 引物 5-TAAAGT 
AITAGCATCACCTT3'; 片段 C(276 bp) :上 游 引物 
5-GTAATIAGTAACACTACACCCATIA-3 ,下 游 引物 
S-GGATGCAGTATCAAGATITTGTT3'。 当 ABC 三 
个 片段 不 能 同时 阳性 扩 增 时 ,提示 HPV-16 E2 基 因 存 在 
缺失 ,代表 HPV-16 整 合 状 态 。HPV-16 游 离 和 整合 感染 
状态 分 别 以 Caski 和 SiHa 细 胞 株 的 DNA 为 阳性 对 照 ， 
前 者 能 扩 增 出 A、B.、C 三 个 片段 ,而 后 者 仅 能 扩 增 出 片 
段 C( 图 2)。 

1.2.6 统计 学 处 理 应 用 SPSS10.0 统 计 软 件 进 行 。 根 
据 不 同类 型 数据 ,采用 卡 方 检验 检验、Fisher 检 验 等 对 
结果 进行 比较 ,以 P<0.05 为 有 显著 性 差异 。 


2 结果 

2.1 HR-HPV 的 检测 与 分 型 

2.1.1 HR-HPV 的 检测 HC- 卫 检测 发 现 , HR-HPV 
DNA 的 总 体 阳性 率 为 50.4%。 在 正常 宫颈 .CIN I 、 
CINI ,CIN 看、 宫 贷 癌 中 ,HR-HPYV 的 阳性 检 出 率 分 别 
为 15.0%(3/20) 、32.8960(41/125)、54.3%(25/46) .69.7% 
(23/33)、93.8%(45/48), 两 两 之 间 比 较 均 有 显著 的 统计 
学 差异 (P<0.05, 表 1)。 

2.1.2 HPV-16 感 染 的 确定 以 石蜡 标本 DNA 为 模版 ， 
PCR 扩 增 HPV-16 E7 基 因 。 结 果 显 示 HPV-16 阳性 感 
染 的 正常 宫颈 .CIN TI CINI CIN 亚 宫颈 癌 样 本 分 别 
有 1.29.19.17 和 33 例 ;免疫 组 化 (图 1) 检 测 HPV-16 E7 
蛋白 ,结果 显示 HPV-16 阳性 感染 的 正常 宫 贷 .CIN 工 、 
CIN .CIN 硬 \ 宫 有 贷 癌 样本 分 别 有 2、27、18、15 和 32 例 ， 
两 者 均 为 阳性 的 样本 分 别 为 1.24、16、14 和 31 例 。 在 
HR-HPV 感 染 的 所 有 病例 中 ,HPV-16 总 感染 率 为 62.8%; 
在 正常 宫颈 .CIN TI CINI .CIN 于 和 宫颈 癌 样 本 中 ， 
HPV-16 阳性 率 分 别 为 5.0% (1/20) 、19.2% (24/125) 、 
34.8%(16/46) .42.4%(14/33) 和 65.6%(31/48)( 表 1)。 


1 免疫 组 化 方法 确定 HPV-16 感 染 (HPV16 E7 阳 性 表达 ) 


Fig.l Expression of HPV-16 E7 in different cervical tissues 


detected immunohistochemically (Original magnification: x 
20). A: CIN IL; B: Cervical Carcinoma. 


.。49 。 


表 1 不 同 宫颈 组 织 中 HPV 感染 及 HPV-16 整 合 状态 的 比较 


Tab.1 HPV infection and its integration state in different cervical tissues 


HPV HPV-16 Integration of HPV-16 
T 
yp? n % n % n % 
Normal 20 3 15.0 1 5.0 0 0 
CINI 125 41 32.8 24 19.2 4 16.7 
CINII 46 25 54.3 16 34.8 3 18.8 
CIN 亚 33 23 69.7 14 42.4 3 35:7 
3 65.6 18 58:1 


Cervical carcinoma 48 45 93.8 


2.2 HPV-16 整 合 的 确定 

HPV-16 阳性 的 一 例 正常 组 织 表 现 为 游离 感染 ; 
HPV16 阳 性 的 CIN T CINI CIN 亚 样本 中 存在 整合 
感染 的 分 别 为 4 例 、3 例 和 5 例 。 与 CIN I (4/24， 
16.7%) CINI(3/16,18.8%) 相 比 ,CIN 亚 中 HPV-16 总 


体 整 合 感染 率 (3/14,35.7% ) 明 显 升 高 ,差异 有 显著 性 意 
义 (P<0.05); 而 在 宫颈 癌 中 ,HPV-16 整 合 感染 的 病例 超 
过 半数 ,阳性 率 达 到 58.1%(18/31) ,与 不 同 级 别 的 CIN 
病变 相 比 均 有 显著 性 差异 ( 表 1)。HPV16 整 合 状态 检 
测 如 图 2 所 示 。 


276 bp 


图 2 重 又 PCR 扩 增 HPV-16 E2 不 同 片段 判断 HPV-16 整 合 状态 

Fig.2 HPV16 integration state determined by multiplex PCR amplifying different HPV16 E2 
gene segments. M: marker; 1: Caski; 2: SiHa; 3: CIN 1; 4: CIN II (integrated); 5、6: Cervical 
Carcinoma (integrated); 7: control. 


2.3 HPV16 整 合 状态 与 宫颈 病变 进程 的 关系 

经 临床 随 诊 观察 , 低 危 HPV 感染 的 CIN I 病例 病 
毒 感染 全 部 自然 转 阴 ,其 中 2 例 发 生病 变 消退 ;HPV-16 
游离 感染 的 CIN I 病例 中 ,3 例 病毒 感染 自然 转 阴 ,其 中 
1 例 病变 消退 ;而 在 HPV-16 整 合 感染 病例 中 ,病毒 感染 
及 病变 状态 均 持 续 存 在 。 


3 讨论 

富 颈 癌 是 常见 的 女性 亚 性 肿瘤 。 据 资料 显示 ,在 最 
近 10 年 中 ,全 世界 每 年 有 大 于 30 万 例子 宫颈 浸润 交 导 
病例 , 占 整个 妇女 癌症 的 10% 左 右 。 每 年 全 世界 约 有 
190 000 人 死 于 宫 颂 癌 ,而 其 中 大 于 3/4 的 死亡 发 生 在 发 
展 中 国家 。 我 国 近 数 十 年 积极 开展 了 宫颈 癌 的 防治 工 
作 , 但 由 于 人 口 众多 ,中 国 每 年 的 宫 颂 癌 新 发 病例 仍 约 
占 世 界 总 发 病 数 的 1/3, 宫 贷 癌 的 防治 仍 是 不 容 忽 视 的 
大 问题 。 

大 量 流行 病 学 资料 和 实验 室 的 证 据 都 强 有 力 地 支 
持 HPV 感 染 与 宫颈 癌 之 间 的 因果 关系 * ,HPV 感染 是 
宫颈 瘤 发 生 的 必要 条 件 和 主要 危险 因素 并 已 为 人 们 所 


认识 。 本 研究 结果 显示 HR-HPV 在 正常 宫颈 .CIN 工 、 
CIN CIN 亚 富 颈 癌 中 的 阳性 率 随 宫颈 病变 级 别 的 加 
重 而 呈 逐 渐 上 升 的 趋势 ,说 明 HR-HPYV 感染 与 宫颈 病 
变 程度 成 正 相关 ; 采 用 PCR 和 免疫 组 化 分 别 从 DNA 和 
蛋白 水 平 确定 HPV-16 感染 ,结果 显示 HPV-16 在 
HR-HPV 感染 病例 中 的 总 体 占 有 率 为 62.8% ,提示 
HPV-16 是 最 常见 的 高 危 型 HPV ,进一步 支持 了 前 期 分 
子 流行 病 学 研究 结论 中 。 大 部 分 HPV 感染 是 一 过 性 
的 ,一 般 在 感染 后 6~12 个 月 内 消退 。 但 当 病 毒 或 宿主 
的 基因 发 生 突变 或 宿主 的 防御 机 制 发 生 缺 陷 时 ,可 诱导 
HPV 基 因 片 段 整 合 到 宿主 细胞 的 DNA 上 ,使 得 相应 基 
因 调 控 失 调 "%。HPV 繁殖 停止 在 复制 周期 的 某 一 时 
相 , 从 而 导致 HPV 持 续 感 染 ,这 种 持续 性 或 者 反复 性 的 
HPV( 特 别 是 高 危 型 ) 感 染 可 能 导致 细胞 向 恶性 表 型 转 
化 ,使 宫 颂 癌变 的 危险 性 大 大 增加 ”。 多 数学 者 推测 
HPV 整合 是 宫颈 癌变 进程 中 的 一 个 早期 事件 ,然而 有 
关 其 具体 发 生 时 相 的 人 研究 结论 目前 尚 不 统一 。 富 颂 癌 
组 织 中 HR-HPV 感 染 的 存在 状态 与 病毒 分 型 密切 相关 ， 
如 HPV-18、31 等 型 就 总 是 以 整合 状态 存在 "“。 而 有 报 
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道 认 为 HPV-16 并 不 单纯 以 整合 状态 存在 于 宫颈 癌变 
组 织 中 号。 因此 ,整合 与 HPV-16 感 染 相关 宫颈 癌变 的 
内 在 相关 性 目前 仍 不 确定 ,需要 进一步 的 研究 。 本 研究 
结果 显示 HPV-16 在 宫 颂 癌 患 者 多 表现 为 整合 感染 ,其 
整合 率 达 到 58.1%; 并 且 , 随 着 宫 贷 病变 级 别 的 升 高 , 整 
合 状 态 检 出 比例 明显 升 高 ,提示 HPV-16 感 染 整 合 状态 
的 存在 是 宫颈 病变 恶性 转化 过 程 中 的 高 危 因 素 。 另 外 ， 
我 们 选取 相关 病例 进行 随访 ,结果 提示 低 危 型 HPV 感 
染 以 及 HPV-16 游 离 感染 的 病例 在 18 个 月 随访 观察 后 
全 部 自然 转 阴 ,而 HPV-16 整 合 感染 病例 病毒 感染 持续 
存在 ,其 中 有 25%(1/4) 出 现 病变 进展 ,进一步 提示 高 危 
型 HPV 整合 状态 的 检测 还 可 能 对 宫 贷 癌 前 病变 的 转 归 
起 到 一 定 的 预测 作用 。 

近年 来 , 随 着 高 危 型 HPYV 与 宫颈 癌 发 生发 展 因 果 
关系 的 确定 ,将 HPV DNA 检 测 与 细胞 学 检查 联合 进行 
宫颈 痪 及 宫颈 上 皮 内 瘤 变 的 筛 查 逐 渐 得 到 人 们 的 肯定 ， 
并 广泛 应 用 于 临床 。HC- 荆 在 世界 范围 内 的 广泛 应 用 
成 为 宫颈 瘤 筛 查 的 一 大 进步 ,对 于 指导 细胞 学 异常 ,万 
其 是 ASCUS 和 LSIL 的 人 处理 具有 重要 意义 “。 但 
HC- I[ 仪 检测 是 否 有 高 危 HPV 感染 存在 ,不 能 提供 病毒 
是 否 整 合 人 宿主 细胞 的 信息 。 多 数 研究 认为 在 湿疣 病 
变 和 绝 大 多 数 低 度 CIN 病 变 中 HPV 整合 入 宿主 基因 组 
是 稀有 事件 ,在 癌变 的 组 织 中 才 会 普遍 出 现 中 。 但 本 人 研 
究 结 果 却 显示 ,在 HPV-16 感 染 的 CIN 病 例 中 平均 有 
22.2% 出 现 整合 感染 ,即使 CIN I , 亦 有 16.7% 的 整合 
率 ,提示 高 危 HPV 整合 在 早期 的 宫 贷 病 变 中 就 已 经 出 
现 ,并 贯穿 整个 癌变 进程 。 同 时 我 们 观察 到 ,相对 于 低 
危 HPV 感染 和 HPYV 游离 感染 的 CIN 工 患者 而 言 ， 
HPV-16 整合 或 混合 感染 的 CIN 工 患者 的 HPV 感染 将 
持续 存在 , 且 宫 贷 病 变更 易于 进展 而 不 易 消退 ,提示 上 整 
合 可 能 是 HPV 持 续 存 在 .宫颈 病变 快速 进展 恶变 的 标 
志 之 一 。 因 此 ,在 HC- 卫 的 基础 上 联合 应 用 高 危 HPV 
感染 状态 的 检测 ,将 有 利于 提高 宫 贷 癌 筛 查 的 靶 向 性 并 
早期 预测 宫颈 病变 的 转 归 ,对 宫颈 癌 的 预防 和 早 诊 早 治 
具有 重要 意义 。 
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